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Abstract (Basic) : *DE 19834591* Al 
Abstract (Basic) : 

NOVELTY - The use of substances (I) that decrease the activity of 
dipeptidyl peptidase IV (DP IV) to increase blood sugar levels above 
the glucose concentration characteristic of hypoglycemia in the serum 
of mammals. 

ACTIVITY - Antidiabetic. 

MECHANISM OF ACTION - Inhibitor of glucagon degradation by DP IV. 

USE - (I) are useful for increasing blood sugar levels by 
inhibiting the degradation of glucagon (endogenous or administered) by 
DP IV (dipeptidyl peptidase IV) and can therefore be used for treating 
metabolic disorders caused by subnormal glucose levels, especially 
hypoglycemia associated with diabetes. 

ADVANTAGE - Only small amounts of (I) are required to protect 
glucagon from rapid proteolytic degradation by DP IV. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur Steigerung des Blutglukosespiegels in Saugern 

@ Die Erfindung beinhaltet die Anwendung eines Verfah- 
rens, bei dem durch die Reduktion von Dipeptidyl Pepti- 
dase (DP IV-) bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat im Blut 
eines Saugers durch Verabreichung von aktivitatsmin- 
dernden Effektoren, in kausaler Folge das endogene (oder 
zusatzlich exogen verabreichte) glycogenolytisch wirksa- 
me Peptid Glucagon oder derselben Analoga durch DP IV- 
und DP IV-ahnliche Enzyme vermindert abgebaut werden 
und damit die Konzentrationsabnahme dieses Peptidhor- 
mons bzw. seine Analoga verringert bzw. verzogert wird. 
In Folge dieser, durch die Wirkung von DP IV-Effektoren 
erzielten, erhohten Stabilitat des (endogen vorhandenen 
oder exogen zugefuhrten) Glucagons und seiner Analo- 
ga, die damit vermehrt fur die glycogenolytische Stimu- 
lierung der Glucagon-Rezeptoren von insbesondere Le- 

■ berzellen zur Verfugung stehen, verandert sich die Wirk- 
9 samkeitsdauer von korpereigenem Glucagon, was eine 

■ Stimulierung des Kohlehydratstoffwechsels des behan- 
m delten Organismus nach sich zieht. 

Als Resultat steigt der Blutzuckerspiegel uber die fur Hy- 
poglycaemie charakteristische Glukosekonzentration im 
Serum des behandelten Organismus. Damit konnen 
Stoffwechselanomalien, wie hypoglycaemische Zustan- 
de, die die Folge verminderter Glukosekonzentrationen 
im Blut sind, verhindert bzw. gemildert werden. 
Das erfindungsgemaRe Verfahren stellt eine neuartige 
Herangehensweise zur Steigerung der endogenen Blut- 
glukosekonzentration dar. Es ist einfach, kommerziell 
nutzbar und zur ... 
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Beschreibung 

r,™, ^dung betrifft «n einfaches Verfahren, bei dem durch die Reduktion von Dipeptidyl Peptidase (DP IV-) bzw 
rX^T H gW E fy mak f v ] m ™ Blu . 1 eines Sogers durch Verabreichung von aktivitatsmindemden Effektoren, in kau- 
saler Folge das endogene (oder zusatzhch exogen verabreichte) glycogenolytisch wirksame Peptid Glucagon oder dessen 

;SXS DPW \ U ^ 

aieses feptidnormons bzw. seiner Analoga verringert bzw. verzogert wird 

In Folge dieser durch die Wirkung von DP IV-Effektoren enrielten, erbohten Stability des (endogen vorhandenen 
Oder exogen zugefuhrten) Glucagons und seiner Analoga, die damit vermehrt fur die glycogenolytic Stimulierung der 
Glucagon-Rezeptoren von insbesondere Leberzellen zur Verfiigung stehen, verandert sich die Wirksamkeitsdauer von 
korpereigenem Glucagon, was eine Stimulierung des katabolen Kohlehydratstofifwechsels des behandelten Organismus 
nach sich aeht 6 

rJS R k k m A n igt ^! r Blutzuck ? s P ie 8 el uber die rur Hypoglycaemie charakteristische Glukosekonzentration im Se- 
rum des behandelten Organismus. Damn konnen StoSwechselanomalien wie hypoglycaemische Zustande, die die Folge 
15 vermmderterGlukosekonzentrationenimBIutsind, verhindert bzw. gemildert werden 

Neben Proteasen, die in unspezifische Proteolyse einbezogen sind, was letztlich den Abbau von Proteinen zu Amino- 
sauren bewirkt kennt man regulatorische Proteasen, die an der Funktionalisierung (Aktivierung, Deaktivierung Modu- 
lierung) von endogenen Peptidwirkstoffen beteiligt sind (Kirschke et al„ 1995; Krausslich & Wunmer 1987) hsbeson- 
Knl^ T ,eD I ,an8 -T it teTmwm&xsdimg und der Neuropeptidforschung sind eine Reihe sokher sogenannten 
Konvertasen, Signalpeptidasen oder Enkephahnasen entdeckt worden (Gomez et al., 1988; Ansonre et al 1991) 
mifSK Haufigkeit des Vorkommens der Aminosaure Prolin in einer Vielzahl von Peptidhormonen und den da- 
mit verbundenen Stniktureigenschaften dieser Peptide wird fur prolinspezifische Peptidasen eine den Signalpeptidasen 
Z^P P^/^^&Naider, 1987; Walter etal., 1980; Vanhoof et al., 1995). Dabei ijXSSESS 
IS a ? * s ^ e ^sondere Struktur sowohl Konformation als auch Stabilitat dieser Peptide, indem sie vor 
25 Abbau durch unspezifische Proteasen schutzt (Kessler, 1982). 

Enzyme, diedagegen hochspezifisch strukturverandemd auf Prolin-haltige Sequenzen einwirken (HIV-Protease Cv- 
clophylin u. a.) sind anraktive Ziele der aktuellen Wirkstoff-Forschung. Insbesondere fur die nach dem Prolin spaltenden 
Peptidasen Prolyl Endopeptidase (PEP) und Dipeptidyl Peptidase IV (DP IV) konnten Beziehungen SenS 
il^Ltr I 815 ^ VOD natiirlichen Pepudsubstraten und deren selektiver Spaltung durch diese Enzyme 

^ v-r rdeD - S ° 0111,1111 a "' daB PEP Cine R ° Ue beim ^ jemen ^. im GedachtnisprozeB sj£lt 

, u ln - !• Sl S n n alubertra g un g wShrend der Immunantwort einbezogen ist (Ishiura et al., 1990; Hegen et al 1990) 
• 1 T e * uBe ™ rdentliche Prolinspezifitat dieser Enzyme wird ihre hohe Selektivitat fur die AminosaJre Ala- 
nin mnerhalb typ.scher Erkennungsregionen in Substraten dieser Enzyme diskutiert, wonach Alanin-haltige Peptide ahn- 
hche Konformauonen emnehmen konnen wie slrukturanaloge Prolin-haltige Peptide. Kiirzlich wurden derartige Eigen- 
ftsfhera^te? 86 ' PeptldkettCn ^ (Austausch von Prolin gegen Alanin) nachgewiesen (D^ige 

JX™^ DP - A1 f vitat &■ B - die cytosolische DP H eine der DP IV nahezu identische Substrat- 

pezifitat) kommt im Blutkreislauf vor, wo sie hochspezifisch Dipeptide vom N-Terminus biologisch aktiver Pemideab- 
spaltet, wenn Prolm oder Alanin die benachbarten Reste der N-terminalen Aminosaure in deren Sequenz darstellen Des- 
hate wird davon ausgegangen, daB dieses Enzym an der Regulation von Polypeptide in vivo beteiUgt ist (Vanhoof et al., 

i .^^ G1 " ko f -^^gigf insulinotropen Polypeptide: Gastric Inhibitory Polypeptide 1-42 (GIP M2 ) und Glucagon- 

(auch Incretine), sind Substrate der DP IV, da sie von den N-terminalen Sequenzen dieser Peptide die Dipeptide^iS 
45 nyl-Alanin bzw. Histidyl-Alamn in vitro und in situ abspalten kann (Mentlein et al 1993) 

D>e Reduktion derartiger DP IV- bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat zur Spaltung solcher Substrate in vivo kann 
dazu dienen, unerwunschte Enzymaktivitat in pathologischen Zustanden von Sauger-Organismen wirksam zu unterdriik- 

Ein entsprechendes Verfahren zur Regulation der Blutglukose in der kausalen Abfolge: 

- DP IV-Inhibierung fuhrt zur Stabilisierung der Incretine, 

Wutung lanSerte l£benSdaUer der tocrctine im Blutk reisla'uf verstarkt ihre insulinotrope und insulinsensitivierende 

- die damit erhohte und wirksamere InsuUnausschiittung zieht eine verstarkte Glukosetoleranz nach sich, 
ist bekannt (Demuth et al., 1996). 

«^ di p b6ti ^ hen ^de "achgewiesen, daB die entsprechenden DP IV-Inhibitoren zur Modulation des darge- 
steUten Regelkreises wirkungs voll emgesetzt werden konnen (Pederson et al 1 998) 

^ ^fT 116 * ist ?. dafi bei DP IV-defizienten Ratten die Incretine nicht biologisch (durch DP IV) deaktiviert 
W ^ x^ eringS Z61 . gen <heSe T,ere aUch keine Anzeiche » metabolischer AbnormaUtat. Ofifenbar gibt es geeensteu 
ernde Mechanismen, die den Incretineffekt in der spaten postprandialen Phase aufwiegen (Pederson et al 1996) 

Als Kandidat fur eine derartige Regelfunktion kommt das Peptidhormon Glucagon in Frage. Es weist bei der Regula- 
tion der Nahrungsaufnahme . eine gegensteuernde Wirkung zum Insuhn und damit auch zu den Incretinen auf. Glucagon 

w^rdich ' " Pt ° r ^ Aminosiiuren des N-Terminus fur die Signalisierung verant- 

Obwohl die Sequenz des Glucagons N-terminal mit den Aminosauren His-Ser-Gln-Gly-. . . beginnt, war vollig uner- 
wartet, daB die prolin-spezifische Dipeptidyl Peptidase IV ebenfaUs fur die biologische Deaktivierung des Glucagons in 
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vitro und in situ verantwortlich ist (Abb. 1). 

Damit eroffhet sich die Moglichkeit, durch Beeinflussung der DP IV- Aktivitat die Freisetzung endogener Speicherglu- 
cose aus Glycogen mittels Glucagon zu befordem. 

Der Erfindung liegt der uberraschende Befund zugrunde, daB eine Reduktion der im Blutkreislauf agierenden DP IV- 
oder DP IV-ahnlichen enzymatischen Aktivitat kausal zur Beeinflussung des Blutzuckerspiegels fuhrt, Es wurde gefun- 5 
den, daB 

1. die Verminderung von DP IV- bzw. DP IV-analoger Aktivitat eine Stabilitatserhohung exogen zugefuhrten Glu- 
cagons zur Folge hat, d. h. durch Applikation von Effektoren der DP IV bzw. DP IV-analoger Proteine der Gluca- 
gon- Abbau im Blut kontrolliert werden kann. 10 

2. die durch Reduktion von DP IV- bzw. DP IV-analoger enzymatischer Aktivitat im Blut erzielte Stabilitatserho- 
hung des endogen zirkulierenden oder extern zugefuhrten Glucagon resultiert und damit zu einer mittels DP IV-Ef- 
fektoren kontrollierbaren Modulierung des Blut-Glukosespiegels fuhrt. 

15 

Abb. 1 

MALDI-TOF Massenspektren einer 0. 14 mM Glucagonlosung in 40 mM TRIS/HC1 (pH = 7,6) in Gegenwart von 40 nM 
DP IV (Sequentiell erfolgt die Abspaltung der Dipeptide His-Ser und Gln-Gly in Abhangigkeit von der Inkubationszeit.) 
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Die Erfindung betrifft somit die Verwendung von Effektoren der Dipeptidyl Peptidase VT (DP IV)- bzw. DP IV-analo- 
ger Enzymaktivitat zur Erhohung des Blutzuckerspiegels iiber die fur Hypoglycaemie charakteristische Glukosekonzen- 
tration im Serum eines Sauger-Organismus hinaus. 

Insbesondere betrifft die Erfindung die Verwendung von Effektoren der DP IV- bzw. der DP IV-analogen Enzymakti- 
vitat an Saugem der Verhinderung oder Milderung pathologischer Stoffwechsel-Anomalien von Sauger-Organismen 60 
ausgewahlt aus akuter oder chronischer Hypoglycaemie, bei denen es notig ist, Kohlehydratreserven der Leber rasch zu 
mobilisieren. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsforrn betrifiFt die Erfindung ein Verfahren zur Steigerung des Blutzucker- 
spiegels iiber die fur Hyperglycaemie charakteristische Glukosekonzentration im Serum eines Sauger-Organismus, das 
dadurch gekennzeichnet ist, daB man einem Sauger-Organismus eine therapeutisch wirksame Menge eines Effektors der 65 
DP IV- bzw. der DP IV-analogen Enzymaktivitat verabreicht. 

Der bedeutende Vorteil besteht in der geringeren Belastung des Organismus durch zu hohe externe Hormongaben, da 
die DP IV-Inhibitoren die typische Menge von von verabreichtem oder endogen freigesetztem Glucagon von 2 pM-200 
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pM vor zu schnellem proteolytischem, Abbau schiitzen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsfonn betriffi die Erfindung EfFektoren der DP IV- bzw. der DP IV-analogen 
Enzymakti vitat zur An wendung in einem Verfahren zur Steigerung des Blutzucker-Spiegels uber die fur Hyperglycaemie 
charaktenstische Glukose-Konzentration im Serum eines Sauger-Qrganismus hinaus. 

Die erfindungsgemaB applizierten EfFektoren der DP IV- bzw. DP IV-analoger Enzyme konnen in pharmazeutisch an- 
wendbaren Formulierungskompiexen als Inhibitoren, Substrate, Pseudosubstrate, Inhibitoren der DP IV-Expression 
Bindungsproteine oder Antikorper dieser Enzymproteine oder Kombinationen aus diesen verschiedenen Stoffen, die DP 
IV- bzw. DP IV-analoge Proteinkonzentration im Saugerorganismus reduzieren, zum Einsatz kommen. Erfind'ungsge- 
maBe EfFektoren sind z. B. DPIV-Inhibitoren wie die Dipeptidderivate bzw. Dipeptidmimetika Alanyl-Pyrolidid, Isoleu- 
cyl-Thiazolidid sowie das Pseudosubstrat N-Valyl-Prolyl, O-Benzoyl Hydroxylamin. Derartige Verbindungen sind aus 
der Literatur bekannt oder in Analogie zu den in der Literatur beschriebenen Methoden herstellbar (Demuth 1990) 

Das erfindungsgemaBe Verfahren stellt eine neuartige Herangehensweise zur Erhohung emiedrigter Blutglukosekon- 
zentration im Serum von Saugem dar. Es ist einfach, komrnerziell nutzbar und zur Anwendung bei der Therapie insbe- 
sondere von Erkrankungen, die auf unterdurchschnittHchen Blutglukosewerten basieren, in der Humanmedizin g^eignet 

Die EfFektoren werden in Form von pharmazeutischen Praparaten enthaltend den WirkstofF in Kombination mit ubli- 
chen aus dem Stand der Technik bekannten Tragermaterialien verabreicht. Beispielsweise werden sie parenteral (z B 
i.v., m physiologischer Kochsalzlosung) oder enteral (z. B. oral, formuliert mit iiblichen Tragermaterialien wie z B Glu- 
kose) appliziert. 

In Abhangigkeit von ihrer endogenen Stabilitat und ihrer Bioverfiigbarkeit mussen einfache oder auch mehrfache Ga- 
ben der EfFektoren erfolgen, um die erwiinschte Normalisierung der Blutglukosewerte zu erreichen. Z. B kann im Falle 
von Aminoacyl-Thiazolididen ein soldier Dosisbereich zwischen 0.1 mg und 10 mg Effektorsubstanz pro Kilogramm 



Ausfuhrungsbeispiele: 
Beispiel 1 

Hemmung der Serum-DP IV- katalysierten Glucagonspaltung durch den DP IV-Inhibitor Isoleucyl-Thiazolidid 

Abb. 2 

MALDI-TOFMassenspektren einer Glucagon-Serum-Mischung 
A - Serum-DP IV hydrolysiert Glucagon 
B - Suppression der DP IV- katalysierten Glucagonhydrolyse durch den DP-Inhibitor Isoleucyl-Thiazolidid 
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Im Gegensatz zur bisher nur in vitro nachgewiesenen Spaltung von Glucagon durch Dipeptidyl Peptidase I (DP I) 
konnte ein sigmfikanter EinfluB auF die Glucagonspaltung durch diese Enzymaktivitat weder in situ noch in vivo nach- 
gewiesen werden (McDonald, 1971, 1977). 
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Beispiel 2 

Effekt von Glucagon auf die endogene Glukosefreisetzung nach Inkubation in Plasma von DP IV-positiven und DP IV- 

negativen Ratten 

Um zu priifen, ob die Glucagon-abbauenden Aktivitat im Plasma von DP IV-negative Ratten vorhanden ist, wurden 
6.8 ug Glucagon fur drei Stunden bei 37°C in 1 .0 ml Plasme normaler, DP IV-positiver, Ratten oder in 1 .0 ml Plasma DP 
IV-negativer vorinkubiert. 10-50 ul der Inkubationslosung wurden normalen Wistar Ratten i.v. injiziert und mit einer 
Salzkontrolle verglichen. Die biologische Antwort - d. h. die Zunahme der Blutglukose durch die Gucagon-stimulierte 
hepatische Glukose-Freisetzung wurde 60 min verfolgt (Abb. 3). 

Abb. 3 

Effekt von Glucagon auf die endogene Glucose-Freisetzung in der Wistar Ratte nach i.v. Injektion von Glucagon, prain- 
kubiert in Plasma DP IV-positiver und DP IV-negativer Ratten 
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Beispiel 3 

Effekt von Glucagon auf die Glucose Antwort in Wistar Ratten nach i.v. Injektion von vorinkubiertem Glucagon im 
Plasma einer normalen Ratte, in Gegenwart und Abwesenheit von DP IV-Inhibitor 

Um zu priifen, ob der Effekt der Glucagon-abbauenden Aktivitat in Plasma durch einen spezifischen DP IV-Inhibitor 
inhibiert werden kann, wurden 6.8 ug Glucagon fur drei Stunden bei 37°C in 1.0 ml normalen Ratten Plasma oder in 
1 .0 ml of Plasma, das 0,01 mM Isoleucyl-Thiazolidid enthielt inkubiert. 10-50 ul der Inkubationslosung wurden norma- 
len Wistar Ratten i.v. injiziert und mit einer Salzkontrolle verglichen. Die biologische Antwort - d. h. die Zunahme der 
Blutglukose durch die Gucagon-stimulierte hepatische Glukose-Freisetzung wurde 30 min verfolgt (Abb. 4). 
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Abb. 4 



aUf ^ ^ogene Glucose-Freisetzung in der WistarRatte nach i.v. Injektion von Glucagon, prain- 
taibicrt in Plasma von normalen Ratten, in Gegenwart bzw. Abwesenheit von spezifischem DP IV-Inhibitor 
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Patentanspriiche 

1 . Verwendung von aktivitatsmindernden Effektoren der Dipeptidyl Peptidase (DP IV)- bzw. DP IV-analoger En- 
zymaktivitat zur Erhdhung des Blutzuckerspiegels iiber die fur Hypoglycaemie charakteristische Glukosekonzen- 10 
tration im Serum eines Sauger-Organismus. 

2. Verwendung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Verabreichung von Effektoren der DP IV- 
bzw. der DP IV-analogen Enzymaktivitat an S auger der Verhinderung oder Milderung pathologischer StofFwechsel- 
Anomalien von Sauger-Organismen vorzugsweise hypoglycaemischer Zustande dient. 

3. Verwendung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Effektoren der Dipeptidyl Peptidase (DP IV)- is 
bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat Inhibitoren, Substrate, Pseudosubstrate, Inhibitoren der DP IV-Expression, 
Bindungsproteine oder Antikorper dieser Enzymproteine oder Kombinationen der genannten Effektoren verwendet 
werden. 

4. Effektoren der DP IV- bzw. der DP IV-analogen Enzymaktivitat zur Anwendung in einem Verfahren zur Steige- 
rung des Blutzucker-Spiegels iiber die fur Hypoglycaemie charakteristische Glukose-Konzen tration im Serum eines 20 
Sauger-Organismus. 
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